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Abstract

Characterization of AOA161ZKU8 DAUCS protein

A0A161ZKU8 DAUCS protein defined in UniProtKB database as uncharacterized protein inferred
from homology“ was obtained after commercial preparation of relevant synthetic gene, its incorporation into
Pichia pastoris GS115, and subsequent methanol-induced production of protein into the cultivation medium. After
precipitation with ammonium sulfate and ethanol, proteins from the medium were desalted and mass
spectrometry-based analysis of their composition was performed. Results showed the prevalence of
A0A161ZKUS8 DAUCS in the precipitate without the presence of Pichia protein with possible competitive
activity derived from the primary structure of AO0A161ZKU8 DAUCS. The enzyme activity of
A0A161ZKU8 DAUCS was experimentally confirmed and based on that, protein was identified as EC.3.2.1.67,
a glycoside hydrolase of GH family 28. This glycoprotein was partially characterized by its pH optimum (pH 4.0)
and stability, temperature optimum (70 °C) and stability and substrate specificity (preference for polymeric
homogalacturonates).
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Uvod a formulacia ciel’a

Exopolygalakturonazy (exoPGézy) [poly(1,4-a-D-galakturonat)galakturonohydrolazy;
E.C. 3.2.1.67] katalyzuju hydrolytické Stiepenie D-galakturonanu na jeho neredukujucom
konci, pricom ako jediny produkt Stiepenia je D-galaktopyranuronova kyselina [1]. ExoPGazy
sa liSia navz4jom preferenciou substratov s réznym stupiiom polymerizacie (DP) a su va¢Sinou
produkované vo viacerych formach, ktoré sa liSia pH optimami, izoelektrickymi bodmi
a spominanou preferenciou pre substraty s roznym DP [2 —4]. Aktualne vedomosti o prepojeni
Struktur a funkcii tychto enzymov zavisia hlavne od ich zdroja, napr. kym pre mikrobialne
exoPGézy st uz zname aj krystalografické struktary [5], pre rastlinné enzymy, napr. z Daucus
carota, existuju len biochemické stidie zaloZzené na stanoveni katalytickych vlastnosti [2 — 4].

Na zaklade informacii, ktoré sa daja extrahovat’ z databaz Struktur proteinov a metdd
bioinformatiky a vypoctovej chémie, bolo identifikovanych desat’ Struktur, ktoré by mohli
potencidlne zodpovedat’ exoPGézam z Daucus carota [6]. Homologne modelovanie ukazalo,
7e mikrobidlne 3D S$truktary ako templéaty nie st pre enzymy z rastlin vhodné, a to najmi

v oblasti menej usporiadaného C-terminalu, ktorym sa jednotlivé enzymy lisia a ktorého
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usporiadanie, pravdepodobne, ovplyviuje ich sposob ucinku a substratova $pecificitu. Toto
podciarkuje nevyhnutnost’ krystalografickych $tadii pre rastlinné exoPGazy v situacii, ked’
nepozname ani ich primérne Struktary.

Z tohto dovodu je ciel'om tejto prace ukézat, ze aspon jedna z identifikovanych Struktur
[6] oznacend v databaze UniProt ako necharakterizovany protein AOA161ZKU8 DAUCS je

exoPGaza. Predkladame aj ¢iastocnu biochemicku charakterizaciu tohto enzymu.

Material a metody

Synteticky gén proteinu AOA161ZKU8 DAUCS (databdza UniProtKB) na zaklade
nukleotidovej sekvencie z ENA (European Nucleotide Archive) KZM86650.1 (Daucus carota
subsp. sativus hypoteticky protein, 1179 bp) komerc¢ne pripravili v ProteoGenixSAS. Pichia
pastoris GS115 (Komagataella phaffii, kmenn GS115 / ATCC 20864) bola transformovana
elektroporaciou podla manudlu pre expresiu (Invitrogen). Postup prac vratane podmienok
kutivacie transformovaného kmena bol opisany Stratilovou a kol. [7] a ciel'ovy produkt, protein
AO0A161ZKU8 DAUCS, ziskany prezraZzanim 5-dilového kultivacného média siranom
aménnym (90% sat.), etanolom (1:4) a ndslednym odsolenim proteinov na koléonke PD10 (GE
Healthcare). Pritomnost’ proteinu A0OA161ZKU8 DAUCS bola vo vzorkdch potvrdena
hmotnostnou spektrometriou (Orbitrap Elite, ThermoScientific).

Obsah proteinov bol vo vzorkach stanoveny stipravou na stanovenie proteinov Qubit™
(Life Technologies) s pouzitim Invitrogen Qubit fluorometra. 10% SDS-PAGE [8] sa robila na
elektroforetickom zariadeni Criterion (Bio-Rad). Ako Standard boli pouzité predfarbené
proteiny PageRuler™ a na vizualizéciu proteinov v géli roztok na farbenie bielkovin Page-
Blue™ (oba ThermoScientific).

Ako substraty na stanovenie enzymovej aktivity boli na zaklade $tudii homologie
databdzovych proteinov [6] vybrané 0,5% pektan sodny (PGA) a kyselina pentagalakturénova
(GAs, 1 umol/ml) v 0,1 M octanovych tlmivych roztokoch, pH 3.6 — 5,6. Reakénd zmes
obsahovala enzym:substrat v pomere 1:1 a aktivita enzymu sa stanovovala ako prirastok
redukujucich skupin v priebehu reakcie podl'a Somogyiho [9] pri 530 nm. Ako kalibrant sluzila
kyselina D-galaktopyranuréonova. Teplota stanovenia sa pohybovala v rozpati 30 — 80 °C.
Tepelna stabilita bola sledovana po 2 hod inkubacie enzymu pri danej teplote a pH stabilita po
24 hod v ur¢itom pH. Skladovacia stablita bola stanovena po mesiaci statia odsolenych vzoriek
(vo vode) pri 4 °C. Vsetky aktivity boli stanovené trikrat.

Delenie avizualizacia produktov vznikajucich pocas reakcie katalyzovanej
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A0A161ZKU8 DAUCS sa robila tenkovrstvovou chromatografiou. Na platni¢ky Silikagel 60
(Merck) sa nanasalo 20 pl reakénej zmesi v réznych casovych intervaloch, ako Standard sa
pouzila kyselina D-galaktopyranurénova. Ako vyvijacia zmes sluzil n-butanol:kyselina

mravc¢ia:voda (2:3:1) a ako detekéné €inidlo anilinftalat.

Vysledky a diskusia

Proteinova Struktura AOA161ZKU8 DAUCS (UniProtKB) vykazovala na zaklade
homolégii potencidl katalyzovat’ reakciu typicku pre exoPGazy [6]. Zvolili sme aktudlne
najpristupnejsi sposob, ako ziskat’ prislusny protein — na zaklade informécie z ENA o poradi
nukleotidov, z ktorych bola Struktura prelozena, sme dali pripravit synteticky gén,
transformovali sme ho do produ¢ného kmena Pichia pastoris GS115 a po jeho kultivacii
prezrazali kultivaéné médium a odsolili ziskané proteiny. Pritomnost’ proteinu bola dokdzana
hmotnostnou spektrometriou (detekcia 94,2% sekvencie). Touto metédou bolo sucasne
stanovené zloZenie kontaminujucich proteinov, z ktorych ani jedna Struktira nemala
aminokyselinové sekvencie, ktoré by umoznili viazanie PGA a jej hydrolyzu, pricom
A0A161ZKU8_DAUCS bol majoritnou zlozkou zmesi. Ziskana zmes vykazovala aktivitu na
PGA ako substrat, na zaklade ktorej sme AOA161ZKU8 DAUCS mohli d’alej charakterizovat’.
Této aktivita aj umoznila zaradit’ protein ako hydroldzu patriacu do GH rodiny 28.

Enzym vykazoval vySe 20-krat vySSiu aktivitu na PGA ako na GAs, t.j. mal vyrazni
preferenciu pre polymérne substraty, pricom primarnym produktom Stiepenia PGA bola
kyselina D-galaktopyranurénova. Povodne sa predpokladalo, ze kym mikrobidlne enzymy
preferuji substraty s nizkym DP alebo DP ich aktivitu vdbec neovplyviiuje, rastlinné
exoPGazy preferuju D-galakturondany s DP > 20 ast produkované vo forme jediného
izoenzymu [10]. ZlepSenie detekénych technik exoPGéazovych aktivit v géloch po IEF-PAGE
[2] umoznilo identifikaciu viacerych foriem tohto enzymu produkovanych v mrkvovych
korenioch [3] a ich naslednt1 biochemicku charakterizaciu. Tato ukazala aj produkciu izoforiem
so substratovou Specificitou, ktord sa predtym pripisovala vyluéne mikroorganizmom [4], ale
AO0A161ZKU8 DAUCS moZeme povazovat za typicku rastlinnu exoPGézu s preferenciou pre
vysokomolekularne substraty. Z tohto hl'adiska by mohla byt zaujimava pre krystalografické
Studie.

Biochemicka charakterizacia A0OA161ZKU8 DAUCS ukézala, ze pH optimum jej
aktivity je 4,0 (Obr. 1A), pricom toto plati aj pre PGA aj pre GAs ako substrat. Teplotné

optimum enzymu je extrémne vysoké, 70 °C (Obr. 1B), ale takéto optimum bolo publikované
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aj pre izoformy exoPGézy izolovanej priamo z rastlin [3] na rozdiel od polygalakturondz, ktoré
Stiepia PGA nahodne a ktorych typické teplotné optimum sa pohybuje okolo 40 °C. Stabilita
enzymu skladovaného pri 4 °C v octanovych tlmivych roztokoch s réznym pH po 24 hod
ukézala, Ze je stabilny v rozsahu pH 3,8 — 4,4 (Obr. 1C), ale v pH 5,6 uz nemal Ziadnu aktivitu.
Tepelna stabilita bola stanovena po dvoj-hodinovej inkubacii enzymu pri danej teplote (Obr.
1D). Aktivita enzymu postupne klesala, priCom 50% pokles aktivity nastal pri priblizne 55 °C

a pri teplotnom optime si zachoval len 28 % pdvodnej aktivity.
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Obr. 1. Biochemické charakterizacia AOA161ZKU8_DAUCS. A — pH optimum, B- teplotné optimum, C -
pH stabilita, D — tepelna stabilita
Aktivita je vyjadrena ako relativna aktivita v %, pricom 100% zodpoveda najvyssej zistenej aktivite v subore
stanovenia. Aktivity boli stanovené na PGA ako substrat

Vypocitand molekulovd hmotnost’ proteinu je 39,19 kDa [6], ale ked'Ze ma tri

glykozylacné miesta, da sa predpokladat’, Ze niektoré znich budu obsadené (hlavne pri
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produkcii v Pichia pastoris), apreto bude pre glykoprotein vyssia. Ostatné potencionalne
exoPGazy Daucus carota maji jedno glykozylaéné miesto, priCom sa toto nachadza
v bezprostrednej blizkosti aktivneho miesta a je konzervované aj v exo- aj v endo-PGéazach
[11]. Jeho obsadenie je nevyhnutné pre aktivitu enzymu [12], ked’Ze pravdepodobne stabilizuje
aktivne miesto. SDS-PAGE ukazala pritomnost” majoritného proteinu v zmesi s molekulovou

hmotnost'ou okolo 60 kDa (Obr. 2.).
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Obr. 2. SDS-PAGE prezrazanych proteinov produkovanych P. pastoris_ A0A161ZKUS8

Vypocitany izoelektricky bod proteinu je 7,04 [6], ale rovnako ako v pripade
molekulovej hmotnosti nevieme, ako ho ovplyvnili posttranslaéné modifikacie.
Experimentalne bude stanoveny IEF-PAGE po precisteni enzymu.

Skladovacia stabilita A0A161ZKU8 DAUCS bola overend po mesiaci statia
odsoleného preparatu (vo vode) pri 4 °C. Enzym si zachoval priblizne 55% pdvodnej aktivity,
¢o umoznuje d’alSie experimenty, napr. oh'adom jeho purifikacie.

Do struktury AOA161ZKU8 DAUCS bol vlozeny His-tag, ale enzym sa v priebehu
purifikacie na afinitnom nosici ireverzibilne inaktivoval. Predpokladame, Ze dovodom bola
jeho nestabilita v zasaditej oblasti pH (Obr. 1C), ktora je nutna pre Specifické viazanie proteinu

na nosic. Z tohto dovodu bude potrebné na purifikaciu vyuzit’ iné analytické postupy.
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Zaver

Pichia pastoris GS115 transformovana syntetickym génom s nukleotidovou
sekvenciou KZM86650.1 (ENA) produkovala do kultivacného média protein so Struktdrou
zodpovedajucou AOA161ZKU8 DAUCS (UniProtKB). Tento protein vykazoval exoPGazovua
aktivitu, t.j. katalyzoval hydrolytické Stiepenie D-galakturonanu, pricom ako jediny produkt
Stiepenia bola D-galaktopyranurénova kyselina. Enzym ma vyraznu preferenciu pre polymérny
substrat. Jeho pH optimum je pri 4,0 a je stabilny v rozsahu pH 3,8 — 4,4. Teplotné optimum
ma pri 70 °C, ale po dvoch hodinéch pri tejto teplote si zachovéava len 28 % povodnej aktivity.
Ide o prva ciasto¢ne charakterizovanu izoformu exoPGézy z Daucus carota s priradenou
primarnou Struktrou. Po preéisteni enzymu bude stanoveny jeho izoelektricky bod,
glykozylacia a pokusime sa pripravit dostatoné mnozZstvo proteinu pre krystalografické

Studie.
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